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® Cyaninfarbstoffe 

@ Es werden Cyaninfarbstoffe beschrieben, die einen Ha- 
logensubstituenten in der Kette, Sulfoarylgruppen zur 
Vermittlung der Wasserloslichkeit sowie eine reaktive 
Gruppe, die die Bindung an Tragermaterialien ermoglicht, 
aufweisen. 
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Beschreibung 

E>ie Erfindung betrifft CyaninfarbslorTe, insbesondere fiir die Anwendung als Fluoreszenzmarker im Bereich 600 bis 
700 nm, die sich gut in Wasser losen, eine geringe Tendenz zur Aggregation aufweisen und mit Reaktivgruppen versehen 
5 sind. 

FluoreszenzfarbstofTe werden als Marker auf vielfaltige Weise ftir die Analyse eines GroBteils klinisch, biologisch, 
biochemisch oder chemisch relevanter Substanzen wie z. B. Zellen, Antikorper, Proteine, Hormone, Nuclei nsauren. Oli- 
gonucleotide, Kohlenhydrate oder Amine und Mercaptane eingesetzt. In Kombination mit der leicht detektierbaren, 
durch Laser induzierten Fluoreszenz (LIF; Laser-Induced Fluorescence), sind schnelle Analysen in den o.a. Gebieien 
to mGglich. 

Durch kovalente Bindung kann eine groBere Anzahl Farbstoffmolekule an eine Probe angeheftet werden, als es im Fall 
einer unspezifischen nicht-kovalenten Bindung moglich ist, so daB die Intensitat des Fluoreszenziichtsignals starker ist. 
AuBerdem ermoglicht eine kovalente Bindung die eindeut.ige Markierung einer spezifischen Zielstruktur in einem Ge- 
misch. Zur kovalenten Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes an die Probe werden die Farbstoffe deshalb mil Reaktivgrup- 
15 pen versehen. Entsprechende Reaktivgruppen sind z. B. die Iodacetamidogruppe, die Isothio-cyanatgruppe, N-Succini- 
midester von Alkylcarbonsauren oder Phosphoramidite der Hydroxyalkylgruppen. 

Als Reakuonspartner stehen bei Antikorpern, Proleinen, Honnonen, Nucleinsauren, und anderen Biomolekiilen u. a. 
Mercapto-(-SH), Amino- (-NH 2 ) und Hydroxygruppen (-OH) zur VerfUgung. 

Ganz wesentlich fur die Verwendbarkeit der Fluoreszenzmarker ist neben der Loslichkeit in waBrigen Systemen die 
20 Stabilitat gegeniiber photolytischer Zersetzung. Bisher bekannte Fluoreszenzmarker neigen bei Abtasten der Proben im 
Laserlichl, vor allem bei Verwendung eines Fluoreszenzmikroskopes, zum Ausbleichen. 

Eine Moglichkeit, die Stabilitat von Cyaninfarbstoffen gegeniiber Photolyse zu erhohen, besteht in der Einfuhrung 
verstei fender Gruppen in die Methinkette. Bekanni ist der Einbau von parti ell ungesattigten Ringen mit fiinf und sechs 
Ringgliedern in die Methinkette. Dieses Prinzip findet Verwendung bei Heptamethin-Cyaninen. 
25 Es ist die Aufgabe der Erfindung, neue Farbstoffe anzugeben, die eine verbesserte Stabilitat gegen photolytische Zer- 
setzung aufweisen, in Wasser gut loslich sind, eine geringe Tendenz zur Aggregation aufweisen, mil Reaktivgruppen ver- 
sehen sind, und fur die Anwendung als Fluoreszenzmarker im Bereich 600 bis 700 nm gecignct sind. 

Diese Aufgabe wird durch Cyanin farbstoffe mit den Merkmalen gemaB Anspruch 1 gelost. \forteilhafte Ausfuhrungs- 
formen und Verwendungen ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen. 
30 Die Grundidee der Erfindung besteht darin, durch cine gezielte Einfuhrung von Substituenten in die Methinkette den 
bekannten Nachteil der photolytischen Zersetzung offenkettiger Cyaninfarbstoffe zu beseitigen. Um die Ruoreszenz- 
quantenausbeute nicht zu verringern und um unspezifische nicht-kovalente Bindungen zu verhindem, kornmt es auch 
darauf an, jede Art der Farbstoffaggregatbildung zu vermeiden. Ein erfindungsgemaBer Cyaninfarbstoff zeichnet sich 
durch eine Kombination von Sulfoaryl- und N-Sulfoalkylgruppen, eine Halogen substitution in meso-Position der Me- 
35 thinkette und eine reaktive Gruppe aus, die die Bindung an Tragersubstanzen ermoglicht. 

Die neuen Cyaninfarbstoffe lassen sich bei Verwendung verschiedener Anregungslichtquellen im Absorptionsbereich 
zwischen 640 und 680 nm einsetzen und besitzen gegenuber herkommlichen Fluoreszenzmarkern eine erhohte Photosia- 
bilitaL 
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Formel 2 

Dabei sind n = 1, 2, Ri, R2 = H, SO3M, die zur Vervollstandigung eines Benzenringes notwendigen vier CH-Gruppen 
bzw. die zur Vervollstandigung eines Benzenringes notwendigen vier CH-Gruppen einschlieBlich (SQ3M) U , M = H, Na, 
K. und X = Halogen (z. B. CI, Br). 
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In den ailgemeinen Formeln 1 und 2 stehen R 3 und R4 fur eine Carboxyalkylgruppe oder eine Hydroxyalkylgruppe. 
(z. B.: R 3 = Sulfoalkyl mil vier CH 2 -Gruppen, (CH 2 ) m COOH, (CH 2 ) ra CH 2 OH, m = 2-5, R4 = (CH 2 ) m CXX)H, 
(CH 2 ) m CH 2 OH, m = 2-5). In den FarbstofFen mil Carboxylgruppen konnen diese in ihre N-Succinimid-Ester uberfuhrt 
werden, die dann direkt mit Aminogruppen am Biomolekiil reagieren oder uber einen sog. Aminolinker rnit Hydroxy- 
gruppen. In den Farbstoffen mil Alkylhydroxygnippen konnen diese in Phosphoramidiie uberfuhrt werden, die direkt mit 
der freien 5-OH-Gruppe von Nucleotiden zu einer Phosphitbindung reagieren, die im Folgenden zu einer stabilen Phos- 
phatbindung oxidierl. 

Ausluhrungsbeispiele 
Beispiel 1 

1 -Carboxypentyl-2-[5-(1 -carhoxypeniyl-1 3-dihydro-3,3-dimethyl-5-sulfo-2H-indol-2-yliden)-3-chlorpenta-l ,3-die- 
nyl]-3,3-diinethyl-5-sulfo-3H-indolium-Innersalz, Natriumsalz 

-CHj H9O 




10 



15 



20 



25 



*COOH 



COOH 



A) Natriumsalz des l-(5-Carboxypentyl)-2,3 ? 3-tni«ethyl-5-sulfoindoliumbromids: 

2,61 g Natriumsalz des 2,3,3-Trimemyl-5-sulfoindolenins und 2,1 g 6-Bromhexansaure werden in Substanz 2 h bei 
einer Badtemperatur von 110°C unter Ruhren zur Reaktion gebracht. Nach beendeter Reaktion wird der olige Ruck- 
stand rnehrmals mit Acelon versetzt, bis ein Feststoff zuriick bleibt. Ausbeute: 2,9 g ; 

B) l-Carboxypentyl-2-[5-(l-carboxypentyl-l,3-dihyd^ 
l,3-dienyl]-3,3-dimethyl-5-sulfo-3H-indolium-Innersalz, Natriumsalz: 

2,3 g des Quartarsalzes aus A) und 0,73 g des 2-Chlormalondianil-Hydrochlorids werden in 20 ml Ethanol in Ge= 
genwart von je 1 ml Acetanhydrid und Triethylamin 25 Minuten am RuckfluB erhitzt. Nach Erkalten wird mit 2 ml 3 
molarer HC1 versetzt und der Farbstoff anschlieBend durch Elherzusatz gefallt. (A, = 653 nm) 

Beispiel 2 

3-Carboxypentyl-2- [5-(3-carboxypentyl-l,3-dihyarc>-l,ldim 

penta- 1 ,3-dienyl]- 1 , 1 -dimethy 1-6,8-disulfo- 1 H-benzo[e]indolium-Innersalz, Trinatriumsalz 
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A) Natriumsalz des 3-(5-Carboxypentyl>l,l,2-trimemyl-6,8-disulfobenzo[e]-indoUumbroinids: 

4,1 g Natriumsalz des l,l,2-Trimethyl-6,8-disulfobenzo[e]indolenins und 2,1 g 6-Bromhexansaure werden in Sub- 
stanz 2 h bei einer Badtemperatur von 110°C unter RUhren zur Reaktion gebracht. Nach beendeter Reaktion wird 65 
der olige Rucks tand rnehrmals mit Aceton versetzt, bis ein Feststoff zuriick bleibt. Ausbeute: 5,3 g 

B) 3-Carboxypentyl-2- [5-(3-carboxypentyl- 1 ,3-dihydro- 1 , 1 -dimethy 1-6,8-disulfo- 2H-benzo[e]indol-2-y liden)-3- 
chlorpenta-l,3-dienyl]-l,l-dimethyl-6,8-disulfo-lH-benzo[e]indolium-Innersalz, Trinatriumsalz: 
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6,1 g des Quart arsalzes aus A) und 1,5 g des 2- Chlormalondianil-Hydrochlorids werden in Methanol bei Raumtem- 
peratur unter Zusatz von 2 ml Acetanhydrid und 3 ml Trie thy tamin 4,5 h geriihri. AnschlieBend gibt man einen 
Tropfen konzentrierte HCJ zu und fallt mil Ethylacetat. (X = 692 nm) 



2-[5-(3-(5-Carboxypentyl)- 1 ,3^iihydrc>- L 

l,l-dimethyl-3-(4-sulfobutyl)-3H-indolium Hydroxid, Innersalz, Dinatriumsalz 

SOjNa 



A) 2-(4-Acctanilino-l,3-butadicnyl)-3,3-dimcthyl-l-(4-sulfobutyl)-3H-indolium Hydroxid, Inncrsalz: 

Ein Gemisch aus 11,8 g 1^4-Sulfobutyl)-2,3,3-trimethyl-3Hindolium Hydroxid, Innersalz und 13,55 g 2-Bromma- 
londianil-Hydrochlorid in 50 ml Acetanhydrid werden 1 h bei einer Badtemperatur von 120°C zur Reaktion ge- 
bracht. Nach Abktihlung werden 300 ml Ethylacetat zugesetzt und der anfallende Niederschlag abgesaugt. Aus- 
beute: 17,5 g 

B) Dinatriumsalz des 3-(5-Carboxypentyl)-6,8-disulfo-l,l,2-trimethyl-benzo[e]-indoliumbromids: 

4,13 g Dinatriumsalz des 6,8-Disulfo-l,l,2-trimethybenzo[e]-indolenins und 2,15 g 6-Bromhexansaure werden in 
Substanz 2 h bei einer Badtemperatur von 110°C erhitzt. Der nach beendeter Reaktion verbleibende Ruckstand wird 
mit Aceton verrieben. Ausbeute: 5,2 g 

C) 2^5-(3-(5-Carboxypentyl)-l,3-dihydrc^^ 

l,3-dienyl]-l r l-dimethyl-3-(4-sulfobutyl)-3H-indolium Hydroxid, Innersalz, Dinatriumsalz: 

2,73 g der Verbindung aus A) und 3,05 g der Verbindung aus B) werden in 25 ml Pyridin in Gegenwart von 3 ml 
Acetanhydrid 1 h am RuckfluB erhitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur werden 80 ml Ethylacetat zugesetzt 
und der Niederschlag abfiltriert. Der Ruckstand wird in Methanol aufgenommen, mit 4 ml Essigsaure versetzt und 
durch Etherzugabe ausgefallt. Der so erhaltene RohfarbstorT wird durch Saulenchromatographie tiber Kieselgel ge- 
reinigt. (k = 674 nm) 



Zum Vergleich der photochemischen Stabilitat der erfindungsgemaBen Farbstoffe 1 und 2 mit herkdmmlichen Farb- 
stoffen 4 und 5 wurden diese in eine inerte Schicht eingebracht und mit einer Lampe von 150 Watt Leistung bestrahlt. In 
Abhangigkeit von der Bestrahlungszeit wurde die Extinktion bestimmt. Vom Logarithmus der normalisierten Extinktion 
[In (E/Eo)] und der Lagerzeit wurde eine Korrelation durchgefuhrt und die Halbwertzeit Tm der Zersetzung des jeweili- 
gen Farbstoffes bestimmt. Diese Halbwertszeit dient als MaB fur die photochemische Stabilitat der Farbstoffe. 

Ermitdung der reladven photochemischen Stabilitat der Farbstoffe 1 und 2, gegen 4 und 5 

Faibstoff Tirz [rain] 
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Vergleichsbeispiel 4 
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Vergleichsbeispiel 5 
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Patentanspriiche 
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1. CyaninfarbstofF, gekennzeichnet durch eine Kombinalion von Sulfoaryl- und N-Sulfoalkylgruppen, Halogen- 
substitution in meso-Position der Methinkette und eine reaktive Gruppe, die die Bindung an Tragersubstanzen er- 40 
nioglicht. 

2. Cyaninfarbstoff gemaB Anspruch 1, gekennzeichnet durch die allgemeinen Strukturen 
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mit: :• i - ' • i 

n = l,2 • 

Ri> R2 = H, SO3M. die zur Vervollstandigung eines Benzenringes notwendigen vier CH-Gruppen bzw. die zur Ver- 
vollstandigung eines Benzenringes notwendigen vier CH-Gruppen einschlieBlich (SQjMJn 
R 3 = Suifoalkvl mit vier CH-Gruppen. (CHo) ra COOH, (CH?) ra CH 2 OH, m = 2-5 
R4 = (CH 2 )mCOOH, (CH 2 ) m CH 2 OH, ra = 2-5 
M = H, Na, K 
X = CL Br 

3. CyanintarbstofT nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 

R3, R4 = die N-Hydroxysuccinimid-Ester der Carboxylgruppe (CH 2 ) m COOH mit m = 2-5 und das Bis-(N ? N-diiso- 

propyl>£-cyanethyl-phosphoraniidit der Ilydroxygruppe (CII 2 ) ra CII 2 OII mit m = 2-5; 

bedeuten. 

4. Verwendung eines Cyaninfarbs toffs gemaB einem der Anspruche 1 bis 3 als Fluoreszenzmarkierungsfarbstoff. 
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